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摘要 : 选取 日 本 旺 (普陀 、 嵊 泗 两 个 自然 群体 )、 锈 斑 好 、 锐 齿 旺 、 三 疣 梭子蟹 、 红 星 梭 子 蟹 、 青 锯 共 6 
种 海产 蟹 ， 用 RAPD 方法 检测 了 其 基因 组 DNA 的 多 态 性 、 在 事先 优化 的 反应 条 件 下 ， 用 16 个 随机 引物 共 扩 增 
出 123 条 多 态 性 片段 ， 片 段 大 小 在 500 ~ 14 000 bp. 在 123 条 扩 增 片段 中 ，6 种 艇 共享 的 片段 有 2 条 ，3 PRISE 
13 条 ，2 种 梭子蟹 有 16 条 ; 6 种 拨 之 间 随 机 扩 增 DNA 片段 的 共享 度 在 0.0606 ~ 0.8000， 相 对 遗传 距离 指数 在 
0.2000 ~ 0.9394。 根 据 获得 的 相对 遗传 距离 指数 ， 用 PHYLIP 3.5 软件 包 中 的 UPGMA 和 NJ 方法 进行 聚 类 处 理 . 
UPGMA 和 NJ 聚 类 图 均 显示 三 疣 梭子蟹 和 红星 梭子蟹 先 聚 在 -一 起 ， 再 和 青 秘 聚 在 一 起 ，6 种 蟹 的 亲缘 关系 与 传 
统 的 形态 学 分 类 结果 基本 一 致 。 
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RAPD Genetic Markers in Six Species of Marine Crab 


JIN Shan, ZHAO Qing-song' , WANG Chun-lin, CHEN Yin-er 
( Life Science and Biotechnology Faculty. Ningbo University .. Ningbo 315211, China) 

Abstract: The phylogenetic relationship of six marine crabs was studied using random amplified polymorphic DNA 
(RAPD technique. Predetermined optimal reaction conditions were as follows: Samples were first heated at 94 © for 4 
min; and followed by 45 cycles of 1 min at 94 C. 1 min at 36 C, and 2 min at 72 © then held at 72 © for 10 min. 
With 16 primers, 123 reproducible amplified fragments ranging between 500 and 14 000 bp were acquired. In all bands, 
2 bands were shared by all crabs, 13 shared by Charybdis japonica, C. acuta and C. feriatus , 16 shared by Portunus 
sanguinolentus and P. trütuberculatus. The amplified fragments were scored as present (1) or absent (0) for each DNA 
sample and an index of degree of band sharing (F) was calculated by using Nei and Li's matching coefficient method. The 
degree of F was 0.0606 — 0.8000. The value of 1 — F was used to evaluate genetic distances between species. The genet- 
ic distances between species were 0. 2000 - 0.9394. The phylogenetic trees were constructed with the method of UPGMA 
and NJ on the basis of genetic distances. The results from the two methods of cluster analysis are similar in general, and 
the relationships indicated by the phylogenetic trees show the difference between genus species. The results are in good 


overall agreement with classical taxonomy. 
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EET SERLAUAEOECOHU BBEEHENU RE GELRDR NOR. BRAI. MAA TIS K RREZ aL B AG 4 
世界 上 现存 大 约 250 种 ,我 国 约 60 种 (Du. Za, 基于 此 ， 我们 采用 RAPD 分 子 标记 技术 ， 
1991) 。 该 科 的 很 多 种 类 都 是 著名 的 大 型 食用 蟹 类 。 ”对 经 济 价 值 较 高 的 梭 子 艇 科 的 6 种 海产 钨 类 进行 分 
在 养殖 过 程 中 ， 来 自 于 人 工 养 殖 的 蟹 菌 数量 有 限 ， 析 ， 期 望 能 为 种 质 资源 鉴定 提供 一 定 的 依据 
大 部 分 依赖 于 自然 海区 捕捞 。 而 捕捞 的 镭 苗 很 难 根 EN 
据 形态 结构 加 以 区 分 ， 容 易 造 成 苗 种 混杂 。 困 此， 1 材料 与 方法 
建立 养殖 稻 类 的 快速 鉴定 技术 ， 成 为 充分 利用 天 然 ” 1.1 材料 和 试剂 
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实验 用 的 蟹 种 分 别 是 日 本 晤 ( Charybdis japoni- 
ca). BiU (C. acuta), BWF (C. Jferiatus )、 
HERTE (Portunus sanguinolentus )、 ZRT 
(P. trituberculatus ) 8 & Tf Æ (Sylla serrata ), 
是 来 自 浙 江 舟 山海 区 的 自然 群体 ， 每 种 各 10 只 。 
活体 运 回 实验 室 ， 解剖 取 其 肌肉 ， 用 滤纸 吸 去 水 ， 
放 人 离心 管 中 ，- 71 乞 超 低温 冰箱 中 冷冻 保存 备 
用 。 

Mg*, dNTP, Buffer, Taq DNA R 4 BS y 
Promega 公司 的 产品 。 其 余 试剂 购 自 上 海 生物 工程 
公司 。 

1.2 DNA 提取 及 纯化 

参考 Wei (1999) 的 方法 进行 常规 饱和 酚 提 取 
基因 组 DNA。 在 蟹 步 足 或 大 敖 处 取 100 mg 肌肉 组 
织 磨 碎 ， 加 入 500 uL 匀 浆 缓冲 液 (10 mmol/L Tris- 
HCl; 100 mmol/L EDTA, pH 值 为 8.0; 1% 的 
SDS)， 然 后 加 入 5 ~ 8 nL 10 mg/L 的 和 蛋白酶 K，55 
人 消化 过 夜 ， 然 后 分 别 用 等 体积 的 酚 、 酚 和 和 握 仿 
(1:1)、 握 仿 和 异 成 醇 (24:1) 抽 提 ，2 倍 体积 乙 
醇 沉淀 ，TE 溶解 ， 置 于 4 和 保存 备用 . 

1.3 PCR 反应 

PCR 扩 增 在 美国 Bio-Rad 公司 iCyclerT™ Ther- 
mal Cycler DNA 热 循 环 仪 上 进行 。 反 应 总 体积 为 25 
uL, Æ: 1 x buffer [10 mmol/L Tris HCl (pH 
8.3), 50 mmol/L KCl], 2.5 mmol/L MgCl, 0.2 
pmol/L 5| 49, 0.15 pmol/L dNTPs, 25 ng 模板 
DNA, 1.5 U Tag € & Bi. PCR 扩 增 程序 参考 
Williams (1990), 5L ZK TE y Bi 94 CEE 4 min; 
然后 每 个 循环 94 "C APTE 1 min, 36 CIRK 1 min, 
72*C SE (f 1 min， 循 环 45 次 ; 最 后 72 C RETR 10 
1.4 电泳 分 析 与 观察 

将 扩 增 产物 在 1.2% 的 琼脂 糖 凝 胶 ( 含 省 化 乙 
&E- EB 0.5 mg/mL) 中 电泳 分 离 ，100 V 稳 压 3h， 
在 紫外 透射 仪 下 观察 并 照相 。 

1.5 数据 处 理 

记录 电泳 中 清晰 、 有 代表 性 的 扩 增 带 ， 有 
DNA 扩 增 条 带 的 记 为 “1”， 无 则 记 为 “0”。 

根据 DNA 在 电场 中 的 迁移 率 (d) 与 分 子 量 
(M) 的 对 数 成 正比 : = klogM， 计 算 DNA 片段 
大 小 。 以 ADNA/EcoRI + Hind 轩 作为 分 子 量 标记 ， 
作 图 计算 每 个 扩 增 片段 大 小 。 

根据 Nei & Li (1979) 的 公式 : F =2N,,/ (N, 


+V,) (其 中 Ns 是 XY 两 个 个 体 共 有 的 扩 增 带 ， 
N、、N, 是 X 和 YY 个体 分 别 拥 有 的 扩 增 带 )， 计 算 
随机 扩 增 多 态 性 DNA 片段 的 共享 度 了 〈 也 称 遗 传 
相似 指数 S) 和 两 个 个 体 间 的 平均 遗传 距离 指数 。 

再 根据 遗传 距离 指数 ， 用 PHYLIP3.5 版 本 软 
件 包 中 的 UPGMA (unweighted pair group method 
with arithmetic mean ) 和 NJ (neighbor-joining ) 
(Saitou & Nei, 1987) 方法 进行 聚 类 分 析 。 


2 结 R 


2.1 DNA 扩 增 结果 

用 22 个 10 碱 基 ( 表 1) 随机 对 6 种 蟹 基因 组 
DNA 进行 扩 增 ，22 个 引物 中 20 个 引物 有 扩 增 产 
物 : 再 选取 其 中 16 个 扩 增 效果 好 的 引物 进一步 分 
析 后 ， 共 扩 增 出 123 个 DNA 片段 。 单 个 引物 扩 增 
出 的 产物 为 3~ 14 个 DNA 片段 ， 片 段 大 小 为 500 ~ 
14 000 bpo Æ 123 条 扩 增 片段 中 ， 共 享 的 片段 : 6 
HERA 24&, 34RA 13 条 、 两 种 梭子蟹 有 16 
A. 同一 引物 对 不 同 蟹 的 扩 增 产物 不 同 ， 不 同 引物 
对 不 同 蟹 基因 组 DNA 的 扩 增 产物 也 各 不 相同 (图 
1: A, B. CX. 
2.2 遗传 距离 及 亲缘 关系 

由 16 个 引物 的 扩 增 条 带 数 ， 计 算出 的 ORE 
之 间 随 机 扩 增 DNA 片段 的 共享 度 和 相互 间 的 遗传 
距离 指数 列 于 表 2。 其 共享 度 范围 在 0.0606 ~ 
0.8000， 种 内 的 共享 度 大 ， 为 0.8000; 同属 不 同 种 
间 的 共享 度 小 ， 旺 属 的 种 间 共 享 度 在 0.4359 ~ 
0.7750， 梭 子 蟹 属 的 种 间 共 享 度 为 0.7273; 不 同属 
间 的 共享 度 最 小 ， 属 间 共 享 度 在 0.0606 ~ 0.4000。 
UPGMA 聚 类 分 析 的 结果 显示 : 日 本 旺 的 两 个 地 理 
种 群 先 聚 在 一 起 ， 然 后 和 锐 齿 旺 、 锈 斑 旺 健在 一 
起 ; 三 疣 梭 子 艇 和 红星 梭子蟹 先 聚 在 一 起 ， 再 和 青 
NUR TE— E. N 聚 类 分 析 结 果 虽 与 UPGMA 有 差 
别 ， 但 三 疣 梭 子 狠 和 红星 梭子蟹 先 聚 在 一 起 ， 再 和 
青 钥 聚 在 一 起 的 结果 却 是 一 致 的 (图 2)。 


3 i it 

在 传统 形态 分 类 中 ， 这 6 BUSES TB NEST 
征 见 表 3。UPGMA 和 NJ 聚 类 分 析 结 果 印 证 了 梭 子 
ES (Porunus) 5 T$ 8EJR (Sylla) MJ e Sit 
ÎR (Charybdis). 的 关系 更 近 的 观点 。 

在 扩 增 出 的 多 态 性 片段 中 ， 共 享 片段 的 多 少 反 
映 各 物种 的 亲缘 关系 ,亲缘 关系 较 远 的 物种 间 共 享 
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图 1 3 种 引物 对 6 种 万 基因 组 DNA 扩 增 产物 的 电泳 图 


Fig. l 
1-3. RÆ Charybdis japonica (S 
10-12: HU C. acuta; 13~15: 
HE Sylla serrata 。 


A: 5382; B: S381; C: S391. 


片段 较 少 ， 反 之 则 较 多 (Zou，2001)。 本 文 的 结果 
同样 证 明了 这 一 点 : 在 扩 增 出 的 123 条 扩 增 片段 
中 ,6 种 蟹 的 共享 片段 有 2 条，3 BED 13 条 ， 两 
RECTE 16 条 。 这 些 共 享 片段 以 及 各 物种 的 特 


RAPD amplified profiles generated by primers S382. 
EPE, Putuo?; 4-6: BERF C. feriatus; 
COMETE Portunus trituberculatus ; 


5381 and 839] of six species of crabs 
7-9: RÆ C. japonica (HEU, Shengsi); 


16-17: 红星 梭子蟹 P. sanguinolentus; 18 ~ 20: 


征 扩 增 片段 对 种 质 标 准 的 确定 以 及 种 质 鉴定 技术 的 
建立 十 分 重要 。 同 时 进一步 说 明 RAPD 分 析 在 海产 
拨 类 的 种 质 鉴定 中 是 可 行 的 ， 在 系统 发 育 和 亲缘 关 
系 的 人 研究 中 也 是 可 行 的 。 
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X1 RAPD 分 析 用 的 随机 引物 、 序 列 及 扩 增 结果 
Table 1 RAPD primers and their sequences used during the analysis and the amplified results 





引物 5 一 3 序列 总 扩 增 带 数 | ”引物 5 一 3 序列 总 扩 增 带 数 
Primers 5' — 3'sequences Total bands Primera 5! - 3'sequences Total bands 
S381 GGCATGACCT 7 $394 GTGACAGGCT 9 
S382 TGGGCGTCAA 14 S395 AAGAGAGGGG 11 
S384 GACTGCACAC — 8396 AGCTIGCAGG 5 
S385 ACGCAGGCAC — S397 AGCCTGAGCC 3 
S386 GAGGGAAGAG = S398 ACCACCCACC 10 
S387 AGGCGGGAAC 11 S399 GAGTGGTGAC 5 
S388 AGCAGGTGGA 9 S400 TGGTGGACCA 7 
S389 TGCGCAGACTC E S414 AGGGTCGTTC 5 
$391 ACGATGAGCC 9 5447 CAGCACTGAC 5 
S392 GGGCGGTACT 5 85477 TGACCCGCCT = 
S393 ACCGCCTGCT 8 $130 GGAAGCTTCC E 











表 2 6 种 蟹 随机 扩 增 多 态 DNA 片段 的 共享 度 (F) (左下 角 ) 和 遗传 距离 指数 (1—F) (右上 和 角 ) 
Table 2 Proportion of RAPD fragment shared (F) (below diagonal) and genetic distance (1— F) (above diagonal) 
among six species of crabs 








HAB Hd : 三 疣 梭 红星 
THO ay Beo OUS "ATE ARETE- cu 
C. japonica C diui C. japonica C i P. tritubercul- P. sanguinol- s 
(普陀 Putuo) serian ORW, Shengsi) RIAM atus entus VE PRIM 

HÆ C. japoni 

a A PE 0.5641 0.2000 0.3494 0.8206 0.9394 0.7867 
GERE, Putuo) 

VS BERT C . feriatus 0.4359 0.5200 0.5422 0.7436 0.8788 0.8400 
H Æ$} C . japonica 

. 8000 .4 i : 
GRM, Shengsi) 0 0.4800 0.2250 0.8400 0.9048 0.7778 
BLUT. C. acuta 0.6506 0.4578 0.7150 0.7109 0.8592 0.7750 
EE 
t s 0.1794 0.2564 0.1600 0.2891 0.2727 0.6000 
P . trituberculatus 
红星 梭子蟹 
P: sanguinolentus 0.0606 0.1212 0.0952 0.1408 0.7273 0.6508 
FI S. serrata 0.2133 0.1600 0.2222 0.2250 0.4000 0.3492 1.0000 
0.10000 , 
日 KHI) C japonica (Putuo) 0.27744 







0.14048 








0.09883 








0.10000 


0.27105 


0.13635 


0.13635 


0.31270 


0.14360 


HERE C japoniea (Shengsi) 
锐 齿 旺 C acuta 

SPELI C feriatus 

ZARTE P irituberculatus 
TERTE P sanguinolentus 


HAE S serrata 


PEE C. Jferiatus 
0.08456 







三 疣 梭子蟹 P. irituberculatus 
0.18814 , 

红星 梭子蟹 P sanguinolentus 
HRE S. serrata 


BUS C acuta 


0.13764 
HECRERGEEE) C. japonica (Putuo) 


0.05586 [0.06236 i 
H REHM) C. japonica (Shengsi) 


图 2 据 遗 传 距离 用 UPCMA 法 (£) 和 NJ 法 (E) 得 到 的 系统 发 育 树 
Fig.2 Phylogenetic tree based on the genetic distance matrices with the method of UPGMA (left) and NJ (right) 
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RI 6 种 蟹 的 分 类 地 位 及 形态 特征 


Table 3 Taxonomic status and morphological characteristics of six species of crabs 


分 类 地 位 Taxonomic status 1991) 


形态 特征 Morphological characteristics (Du, 1993; Wei & Chen. 








$3jR Charybdis 
HÆK C japonica 
AAI C. acuta 
EIF C . feriatus 


第 二 触角 基部 一 节 的 前 外 角 明 显 扩大 ， 成 为 一 小 片 而 充填 眼眶 ， 
节 由 因此 完全 位 于 眼眶 之 外 ; 前 侧 缘 具 为 7 个 或 者 少 于 7 个， 





TÆ Portunus 
红星 梭子蟹 P. sanguinolentus 
三 疣 梭子蟹 P. trituberculatus 
AER Sylla 
FE S. serrata 


55 AER ADERE, BETREN, BT 
缘 具有 7 个 以 上 的 齿 . 
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